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RESUMO

A Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) é considerada uma das principais causas de InfeccGes Sexualmente Transmissiveis
(ISTs), apresentando uma carga global elevada que conta com aproximadamente 100 milhGes de novos casos por ano. Para sua
deteccdo diferentes testes podem ser utilizados, com técnicas tradicionais e modernas, que apresentam diferentes niveis de
sensibilidade, especificidade e aplicabilidade. Dessa forma, objetivamos propor uma metodologia para identificacdo e diagndstico
de C. trachomatis baseada na tecnologia da PCR em Tempo Real, utilizando SYBR® Green I como corante fluorescente. Para
execugdo, amostras de DNA gendmico, obtidas a partir de secrecdo vaginal de mulheres atendidas no Ambulatério Especializado
da Mulher, em Recife-PE, foram extraidas, utilizando o protocolo do Wizard® Genomic DNA Purification Kit, conforme instrugdes
do fabricante. Primers especificos foram utilizados na detecgdo de C. trachomatis para gerar um fragmento de 150 pb, usando a
técnica da PCR em Tempo Real e 0 SYBR® Green I como corante fluorescente. A especificidade da reacgdo foi confirmada pelo pico
de fusdo e validados por eletroforese em gel de agarose a 1%. Apds a amplificagdo, foi possivel determinar que o pico especifico
da C. trachomatis é de 77 + 0,5 °C. A prevaléncia da infecgdo por C. trachomatis, para 98 amostras clinicas de secregdo vaginal
analisadas, foi de 14,3%. Portanto, o protocolo proposto mostrou alta especificidade, sendo uma metodologia rapida, econdémica
e confidvel para a triagem de patdgenos da familia Chlamydiaceae.

Palavras-chave: Infeccdes por Chlamydia; Infeccdes Sexualmente Transmissiveis; Técnicas de Diagnostico Molecular.
ABSTRACT

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) is considered one of the leading causes of sexually transmitted infections (STIs), with a
significant global burden accounting for approximately 100 million new cases annually. For its detection, various tests can be
employed, including traditional and modern techniques, which exhibit different levels of sensitivity, specificity, and applicability.
Thus, this study aimed to propose a methodology for the identification and diagnosis of C. trachomatis based on real-time PCR
technology, using SYBR® Green I as a fluorescent dye. For the procedure, genomic DNA samples — obtained from vaginal
secretions of women treated at the Specialized Women's Outpatient Clinic in Recife, Pernambuco, Brazil — were extracted using
the Wizard® Genomic DNA Purification Kit protocol, according to manufacturer’s instructions. Specific primers were used to detect
C. trachomatis, generating a 150 bp fragment through real-time PCR with SYBR® Green I as the fluorescent dye. The reaction's
specificity was confirmed by the melting peak and validated by 1% agarose gel electrophoresis. After amplification, it was
determined that the specific melting peak for C. trachomatis was 77 £ 0.5 °C. Among the 98 clinical vaginal secretion samples
analyzed, the prevalence of C. trachomatis infection was 14.3%. Therefore, the proposed protocol demonstrated high specificity,
proving to be a rapid, cost-effective, and reliable methodology for screening pathogens of the Chlamydiaceae family.

Keywords: Chlamydia Infections; Sexually Transmitted Diseases; Molecular Diagnostic Techniques.
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INTRODUCAO

A Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) é uma
bactéria que causa uma infeccdo de consideravel
relevancia para a saude publica mundial, sendo
considerada uma das principais causas de Infecc¢oes
Sexualmente Transmissiveis (ISTs) e o principal agente
de cegueira infecciosa (Sturd; Rucks, 2023). Apesar de
estar entre as quatro ISTs curaveis mais comuns, junto a
Tricomoniase, Gonorreia e Sifilis, a Clamidia continua
apresentando uma carga global elevada, com cerca de 100
milhdes de novos casos por ano (WHO, 2018; 2021;
2022).

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) estimou
que, em 2020, ocorreram 128,5 milhdes de novas
infecgdes por C. trachomatis na faixa etaria de 15 a 49
anos, com uma prevaléncia geral de 4% entre as mulheres
e 2,5% entre os homens (WHO, 2022). Reconhecida
como um significativo problema de saude publica, a
Clamidia, assim como outras ISTs, foi incluida nas metas
globais da OMS para o periodo de 2022-2030, que visam
reduzir a carga dessas doencas por meio de estratégias
eficazes de prevenc¢do, diagnostico precoce e tratamento
adequado (Rowley et al., 2019).

Economicamente, os custos médicos ao longo da
vida para infec¢des por C. trachomatis foram estimados
em cerca de $46,00 para homens e $262,00 para mulheres
nos Estados Unidos. Nos homens, essas estimativas
foram mais sensiveis aos fatores relacionados a aparig@o
de sintomas e aos custos associados ao tratamento. Ja nas
mulheres, os gastos estavam fortemente associados a
probabilidade de desenvolver e ao 6nus do tratamento da
Doenga Inflamatéria Pélvica (DIP), uma possivel
complicagdo da doenca (Kumar et al., 2021).

Além da DIP, o patdégeno em questdo tem
potencial para causar gravidez ectopica e infertilidade por
fator tubario (Witkin et al., 2017). Caso esteja presente no
trato gastrointestinal inferior, pode ainda provocar
proctite e aumentar o risco de aquisi¢do e transmissao do
Virus da Imunodeficiéncia Humana - HIV (Vaughan et
al., 2015; Barbee et al., 2017; Workowski et al., 2021).
Entretanto, em  decorréncia da sua natureza
predominantemente assintomatica, grande parte dos
individuos infectados permanece sem diagnostico, o que
ndo apenas eleva o risco de complicagdes, mas também
favorece a transmissao aos parceiros sexuais (Geisler et

al., 2022).

Dessa forma, a deteccdo e o gerenciamento
precoce sdo decisivos para a redugao de novos casos. Para
isso, alguns testes podem ser utilizados no diagndstico da
infec¢do, com diferentes niveis de sensibilidade,
especificidade e aplicabilidade. Entre os métodos
tradicionais, destaca-se a cultura celular (de elevada
especificidade, mas em desuso pela complexidade e alto
custo), os testes de detecgdo de antigenos, como a
Imunofluorescéncia Direta (DIF), que apresentam alta
especificidade (98-99%) e sensibilidade moderada (80—
90%), e os ensaios imunoenzimaticos (EIA/ELISA),
também com sensibilidade moderada (65—75%) (Shetty
et al., 2021).

Atualmente, porém, as técnicas moleculares,
como a amplificagdio de acidos nucleicos (NAAT,
incluindo PCR e LCR), s@o o padrdo ouro no diagnostico
do patogeno, com elevadas sensibilidade e
especificidade. Ja a hibridiza¢do de acidos nucleicos é
menos sensivel, mas util em laboratorios com demanda
expressiva. O MIF Test (Microimmunofluorescence) foi
considerado o “padrio ouro soroldgico” mais sensivel,
todavia com aplicagdes clinicas limitadas pela
complexidade da técnica e custo oneroso. O ELISA, mais
acessivel, pode gerar falso-positivos por reagdes cruzadas
e ndo distingue infec¢des ativas de passadas, devido a
persisténcia dos anticorpos apos a cura. Portanto, os testes
moleculares se destacam pela precisdo e aplicabilidade
(Shetty et al., 2021).

Nesse contexto, a Clamidia, enquanto IST
prevalente e frequentemente assintomatica, tem seu
controle prejudicado por conta da caréncia de métodos
diagnosticos que associam precisdo e acessibilidade.
Assim, visando proporcionar uma técnica especifica e
economicamente viavel, este estudo propde uma
metodologia para diagndstico de infeccdo por C.
trachomatis baseado na técnica da PCR em Tempo Real
(qPCR), utilizando SYBR Green [ como corante
fluorescente.

Esse tipo protocolo aplicado em mulheres
brasileiras do estado de Pernambuco (Brasil) ndo foi
descrito, previamente, na literatura. A contribuicdo do
presente estudo reside na adaptagdo e validagdo dessa
metodologia para um contexto de média-baixa
complexidade laboratorial, sendo uma alternativa de
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custo reduzido aos sistemas baseados em sondas
TagMan®, com potencial de implementacdo em
laboratérios do Sistema Unico de Saude (SUS),
contribuindo para o rastreamento e controle desta IST.

METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira (IMIP) e do Centro Universitario Tabosa de
Almeida (Asces-Unita), sob numeragao 0240.0.000.217-
08. As coletas s6 ocorreram apo6s a obtencgdo do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE), conforme as
diretrizes para pesquisas com seres humanos.

Amostras clinicas

Um total de 98 amostras clinicas (secregdo
vaginal) foram obtidas durante os exames de rotina no
Ambulatorio Especializado da Mulher, no Recife, Estado
de Pernambuco, Brasil. O tamanho da amostra foi
calculado com o software EPI-INFO 3.3.2, utilizando o
programa STATCALC, com base em dados de
prevaléncia da literatura.

Foram incluidas no estudo mulheres com idade
entre 18 e 49 anos, sexualmente ativas, que apresentavam
indicacgao clinica de rastreio para IST e que concordaram
em participar mediante assinatura do TCLE. Gestantes,
mulheres que haviam recebido antibioticoterapia nos 30
dias anteriores a coleta, mulheres HIV-positivas, e
aquelas que se recusaram a participar ou que
apresentavam condi¢des que impossibilitavam a coleta
adequada do material foram excluidas da pesquisa.

Para coleta, duas amostras de secrecdo vaginal de
cada paciente foram recolhidas com swabs de algoddo, a
partir da regido do cérvix uterino, transferidas para tubo
Falcon estéril de 15 mL, contendo 2 mL de solu¢ao salina
tamponada com fosfato (PBS) e colocadas em caixas
térmicas com gelo. Em seguida, foram transportadas para
o setor de Biologia Molecular do Instituto Keizo Asami
(iLIKA/UFPE).

Extracdo do DNA

Ap6s a chegada no laboratorio, os tubos contendo
os swabs foram agitados vigorosamente no vortex por 10

segundos. Posteriormente, foram centrifugados a 2.500
rpm por 10 minutos, tendo o sobrenadante (porgdo
liquida) descartado e o pellet celular suspenso em 50 uL
de agua estéril. A extracio do DNA foi realizada
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega Corporation), conforme as instru¢des do
fabricante. Efetivado isso, cada amostra foi analisada em
um gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio,
para verificar a eficiéncia da extrag@o.

Primers

Oligonucleotideos especificos foram utilizados
para a detec¢do da C. trachomatis: o sense 5°-
GGGAGCAACTACCGGTTA-3> e o antisense 5’-
GTGTCTGTATAAAGCTCAACC-3’. Um controle
negativo da reacdo foi realizado contendo todos os
reagentes, porém, sem a presenca de DNA genomico.

Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A qPCR foi realizada utilizando um Rotor
Gene™  RG3000  (Uniscience-Cobert  Research,
Australia), que possui quatro diodos emissores de luz para
detec¢do de até quatro alvos em uma Unica reagdao de
amplificacdo. Assim, a técnica foi realizada em uma
mistura de reagdo de 15 pL, contendo 2 pL de DNA (50
ng) de uma amostra clinica (secrecao vaginal), 7,5 pL de
2 x SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), 1,5 uM de cada primer (10
pmol/ul) e 4gua Milliq q.s.p. 15pL.

O perfil da reagdo de amplificacdo inclui
aquecimento a 95 °C por 4 minutos, seguido por 40 ciclos
de 95 °C por 1 segundo e 58 °C por 60 segundos. A
aquisi¢do de um sinal foi realizada a 58 °C durante cada
fase de extensdo. Apods os ciclos, uma curva de fusdo foi
gerada pelo aquecimento da amostra a 95 °C programado,
seguido pelo resfriamento a 60 °C por 15 segundos e
aquecimento lento das amostras a 0,3 °C/s a 95 °C,
enquanto a fluorescéncia é observada na temperatura de
desnaturagdo/fusdo de um fragmento de DNA,
caracteristica unica desse fragmento. Os produtos da PCR
especificos com aproximadamente 150 pb foram
confirmados em um gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio.
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Critérios de resultado positivo para PCR em Tempo Real

Uma amostra foi considerada positiva para C.
trachomatis DNA se produziu sinais no canal e o teste,
repetidamente, confirmou a descoberta. Caso contrario,
foi designado um resultado falso-positivo. Para validagdo
adicional dos resultados positivos obtidos pela qPCR, um
subconjunto de amostras foi submetido a analise por DIF.
Das amostras identificadas como positivas pela DIF,
100% apresentaram concordancia com os resultados da
gPCR, corroborando a especificidade do protocolo
proposto.

RESULTADOS
Andlise de curva para amplificagcdo de DNA

Na Figura 1 é possivel observar a geracao de
curvas de amplificacdo de material genético especifico
para C. trachomatis. Os valores de threshold (Ct) foram
plotados em fung¢do do log da quantidade inicial de DNA
gendmico. Nenhum amplicon foi gerado na amostra
controle negativo, mostrando especificidade para a reacao
(linha basal). No estudo populacional, 14,3% (n=14/98)
das amostras foram positivas e 85,7% (n=84/98)
negativas para C. trachomatis por qPCR.

Figura 1 - Curva de amplificacdo de C. trachomatis para produtos de PCR formados apds 15 ciclos de amplificagao, indicando a
amplificacdo do DNA alvo nas amostras positivas, enquanto o controle negativo permanece na linha de base, confirmando a
especificidade da reagdo.
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Analise de picos de fusdo

Para diferenciar produtos de amplificacdo
indesejados dos desejaveis, picos de fusao foram
estabelecidos para cada amostra. Estes, obtidos apos
amplificacao do DNA de 77 £ 0,5, estdo demonstrados na

Figura 2. O controle negativo ndo apresentou nenhum
pico. Os dados de fluorescéncia foram adquiridos
conforme a amostra foi aquecida a 0,2 °C/s de 58 °C a 95
°C. O grafico da razdo de 2 x SYBR Green Master Mix
Real-Time PCR (Applied Biosystem, Foster City, CA,
EUA) e fluorescéncia vs. temperatura ilustra as
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propriedades de fus@o. Ao tragar a derivada negativa da ~ mostram os picos onde ocorre a fusdo maxima (Figura 2).
razdo com temperatura vs. temperatura, os dados

Figura 2 - Pico de fusfo criado por amplicons. O pico de fusdo em 77 = 0,5 °C indica a presenga do amplicon especifico de C.
trachomatis.
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Andlises em gel de agarose a 1% banda de DNA de aproximadamente 150 pb, dimeros de

primers nos resultados da PCR (Figura 3). As amostras 3,

Os produtos de amplificagdo indesejados gerados 5 e 10 apresentaram um fragmento especifico de DNA de

por picos de fusdo foram confirmados usando eletroforese 150 pb, indicando a presenca da bactéria e validando os
em gel de agarose a 1%, demonstrando, além de uma resultados da PCR.

Figura 3 - Analise de amplificacdo de C. trachomatis por eletroforese em gel de agarose a 1%.
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Legenda: Linha 1 — Ladder 1000 pb; Linhas 2—17 — produtos de PCR obtidos de diferentes amostras de secrecdo vaginal. As amostras 3, 5 e 10,
apresentam banda especifica de aproximadamente 150 pb, indicando resultado positivo para C. trachomatis. As demais linhas ndo exibem banda

na altura esperada. Bandas de baixo peso molecular (inferiores a 50 pb) correspondem a dimeros de primers, artefatos inerentes a técnica,
diferenciados pela analise da curva de melting.
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DISCUSSAO

A literatura demonstra que a tecnologia da PCR
vem sendo amplamente utilizada nos ultimos anos para o
diagnéstico de diversos microrganismos, sendo
classificada como atual “padrdo ouro” para o diagnostico
de C. trachomatis (Peng; Chen; Wang, 2020). Muitos
estudos relacionados a prevaléncia do patdgeno
utilizando-se da PCR, a partir de amostras de raspado
cervical ou urina, foram realizados, obtendo resultados
satisfatorios para deteccdo da referida bactéria (Jaton;
Bille; Greub, 2006; Piazzetta et al., 2011; Gaydos et al.,
2013; Baud et al., 2014).

Comparada a outras técnicas, como o teste rapido
baseado no principio imunocromatografico para o
diagnoéstico de C. trachomatis, a PCR foi considerada
superior: o teste nao apresentou sensibilidade em amostras
de fluido seminal, mas, para as de urina, demonstrou
37,5% de sensibilidade e 100% de especificidade. Em
contrapartida, a qPCR, adotada como método de
referéncia, demonstrou expressivas sensibilidade e
especificidade, permitindo a deteccdo precisa de infecgdes
mesmo em amostras com baixa carga bacteriana (Serafini
et al., 2021).

Quando avaliada a eficiéncia da qPCR na
detecgdo de C. trachomatis em amostras de urina, secre¢ao
endocervical e secrecdo uretral, comparando-a ao método
COBAS Amplicor® Chlamydia trachomatis Test, os
resultados apresentaram sensibilidade de 85% em
amostras de urina, 80% em secre¢do endocervical e 100%
em secregdo uretral, além de especificidade de 100% em
todas as amostras analisadas para a PCR. Embora o
COBAS Amplicor® tenha apresentado maior positividade
em urina (57% contra 47%) e secre¢do endocervical (33%
contra 24%), a qPCR se destacou pela sua excelente
especificidade e pelo valor preditivo positivo de 100%
(Poiares et al., 2008).

Portanto, entre as principais vantagens da qPCR
estdo a possibilidade de analise de amostras de facil coleta,
como urina, eliminando a necessidade de técnicas
invasivas, e sua Otima especificidade, sendo ferramenta
confidvel para o diagnostico da Clamidia e oferecendo
rapidez, precisdo e versatilidade. Sendo assim, ¢ viavel
tanto para diagnosticos clinicos quanto para investigagdes
epidemiologicas. Entretanto, a maioria dos ensaios que
utilizam esse método ocorre por sistemas baseados em

sonda fluorescente TagMan® que, apesar de elevada
especificidade e capacidade de multiplexagem, apresenta
desvantagens significativas, como o custo elevado e
restricdo do numero de sequéncias alvo (Santos, 2020).

Em contrapartida, nesta pesquisa, foi empregado
um ensaio da qPCR utilizando SYBR Green I como
fluorescéncia, corante que se liga ao DNA de fita dupla,
incluindo produtos de PCR especificos e inespecificos,
bem como dimeros de primers (Kuoppa et al., 2002;
Reischl et al., 2003). Estes podem ser diferenciados
utilizando a técnica de andlise de temperatura de fusdo,
como aplicado na pesquisa. Comparado a TagMan, o
SYBR Green ¢ mais acessivel financeiramente e versatil
para triagens iniciais ou estudos exploratorios, sendo,
portanto, uma alternativa promissora (Gudnason et al.,
2007 apud Tao et al., 2022).

No que concerne as limitagdes inerentes ao SYBR
Green I, € necessario reconhecer que o corante nao
discrimina produtos especificos de inespecificos durante a
fase de amplificagdo, podendo comprometer a
especificidade em protocolos sem etapa confirmatoria.
Essa dificuldade foi contornada pela analise da curva de
melting. Do ponto de vista de aplicabilidade, o protocolo
proposto demonstra bom potencial.

A prevaléncia de C. trachomatis encontrada na
presente pesquisa foi de 14,3%, valor que se mostra
elevado quando comparado a dados nacionais e
internacionais da literatura. Em estudo multicéntrico
envolvendo 3.303 gestantes de seis capitais brasileiras,
Jalil et al. (2008) identificaram prevaléncia de 9,4%,
utilizando captura hibrida em amostras cervicovaginais.
Resultados semelhantes foram descritos em uma cidade da
regido sul do Brasil, com mulheres jovens sexualmente
ativas, que encontrou prevaléncia de 10,7% pela técnica
de PCR (Piazzetta et al., 2011).

No contexto internacional, uma meta-analise
conduzida por Huai et al. (2020), abrangendo 24 paises,
estimou prevaléncia global de 2,9% na populagdo geral,
com destaque para a América Latina, que apresentou a
maior taxa regional, de 6,7%. A prevaléncia encontrada
neste estudo supera esses parametros, sugerindo que a
populagdo estudada apresenta perfil de risco expressivo
para a infec¢do. No entanto, algumas limitagcdes devem ser
consideradas na interpretagdo desses dados: o tamanho
amostral limita a precisdo da estimativa de prevaléncia,
bem como restringe o poder estatistico para identificar
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fatores associados, além de comprometer a generalizagdo
dos resultados para a populacdo de origem.

A auséncia de gestantes na amostra, embora
reduza um potencial viés de selecdo em relacdo aos
estudos obstétricos, dificulta comparacdes diretas com
muitos dos trabalhos disponiveis, que foram conduzidos
predominantemente nessa populagdo. Ademais, variagoes
nos métodos diagnosticos empregados entre os estudos
introduzem heterogeneidade que impede comparagdes
absolutas entre as prevaléncias reportadas.

Contudo, a prevaléncia encontrada reforga a
necessidade de rastreio sistematico em mulheres atendidas
em servi¢os ambulatoriais de redes publicas e privadas do
Nordeste, especialmente considerando a natureza
assintomadtica da infeccdo e seu potencial de complicagdes
reprodutivas.

CONCLUSAO

O estudo validou a PCR em Tempo Real (QPCR)
com SYBR Green I para diagnostico de C. trachomatis,
confirmando sua especificidade e a identificagdo de uma
prevaléncia de 14,3% de amostras vaginais infectadas. A
metodologia mostrou-se eficiente, econdmica e adequada
para rotinas laboratoriais de diagndstico e monitoramento
do patogeno. Futuros estudos devem expandir sua
aplicagdo para outros tipos de amostras, refor¢ando seu
potencial como ferramenta acessivel no rastreamento e
controle dessa IST.
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